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硫辛酸对甲醛诱导小鼠肝细胞DPC形成的抑制作用

梁思斯 曾 毅 王 昆 付 聪 肖 琳 丁书茂 袁均林 杨 旭

摘要 目的探讨甲醛所致氧化损伤与DNA一蛋白质交联关系。方法将昆明小鼠分3组：对照组，3．Omg／m3甲醛气体

染毒组，3．0mg／m3甲醛气体染毒并注射a一硫辛酸(LA)组，处理后测定其肝脏谷胱甘肽(GSH)含量与DNA一蛋白质分子交联

(DPC)系数。结果吸入3．0mg／m3甲醛气体组小鼠肝脏中GSH含量显著下降，DPC系数显著增大；吸入3．0mg／m3甲醛气体染

毒并注射LA组小鼠GSH含量恢复到正常水平，DPC系数也恢复到正常水平。结论LA注射可抑制甲醛诱导小鼠肝细胞DPC

的形成．DPC的产生与氧化损伤有一定的联系。

关键词甲醛氧化损伤DNA一蛋白质交联(DPC)a一硫辛酸
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Abstract 0bjective To explore the relation between oxidative damage and DNA—protein crosslink caused by formaldehyde．

Methods Kun Ming mice were divided into 3 groups：control group，3．0ms／m3 gaseous formaldehyde inhaled group，3．Omg／m3 gaseous

formaldehyde and lipoie acid(LA)treated group．The content of GSH and the amount of DPC were measured after exposure to formalde—

hyde．Results The content of GSH in liver cell decline significantly and the amount of DPC increased significantly after inhaled with

3．Omg／m3 gaseous formaldehyde．The content of GSH and DPC were both recovered to control group after treated with 3．0ms／m3 gaseous

formaldehyde and LA．Conclusion LA injection could inhibit the formation of DPC in mice liver after exposure to formaldehyde．It is

suggested that DPC is related with oxidative damage．
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甲醛(formaldehyde，FA)是一种常见的装修型化

学性室内空气污染物，也是一种内源性有机化合物。

它以来源广、毒性大、污染水平高、污染时间长等特点，

已成为我国最主要、最严重的室内空气污染物之一。

有关研究表明，甲醛是一种氧化剂，它可以与还原型谷

胱甘肽(GSH)结合生成硫代半缩醛而导致GSH衰

竭⋯，从而降低机体的抗氧化能力。同时，各种终点效

应的实验显示，甲醛可以引起DNA损伤，DNA一蛋白

质分子交联(DPC)是DNA损害的主要形式旧o。为进

一步探究甲醛所致氧化损伤与DNA一蛋白质交联的联

系，本实验对昆明小鼠进行气态甲醛吸入式染毒，腹腔

注射抗氧化剂d一硫辛酸(LA)，进行如下研究。

材料与方法

1．动物准备及组织匀浆的制备：(1)将15只SPF级雄性

昆明纯系小鼠(由湖北省疾病预防控制中心提供，年龄4周，

验室
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体重18—209)随机分为3组：空白对照组、3．0rag／m3甲醛吸

入组、3．Omg／m3甲醛吸入并注射LA组，每组5只小鼠。染毒

前称小鼠体重。甲醛组与LA组小鼠从第1天15：40时开始

气态甲醛连续染毒72h。染毒期间，每天给LA组小鼠腹腔注

射LA[15mg／(kg·d)]，对照组也在同样大小的染毒缸中接

受过滤的新鲜空气(甲醛浓度<0．02mg／m’)。(2)两组染毒

组小鼠置于玻璃染毒缸(8．4L通气式干燥器)中，用于染毒

的甲醛气体采用纯品配制方案制备，即采用SIGMA公司生产

的10％甲醛溶液原液，配制成不同浓度甲醛溶液，置于WH一

2小型智能型环境气候舱通气湿度发生装置中，通过环境气

候舱设定的恒定湿度参数，使之能稳定连续地输出实验所需

浓度的气态甲醛。舱输出甲醛染毒气体的环境参数为：舱温

度(23±0．5)℃；相对湿度(45±0．5)％；气流量为(1±0．01)

L／min。气体的甲醛浓度由4160—2型甲醛测定仪测定，灵敏

度为0．012 mg／m3，准确度为±0．024 mg／m’，数字显示读数。

染毒期间，动物正常进食和饮水。染毒结束后再次称其体

重，计算小鼠体重增长率。小鼠脱颈处死，立即取出肝脏，将

其分为两份。一份用玻璃匀浆器在0—4。C下制成10％匀浆，

然后在4℃下3000r／min离心lOmin，取上清液，立即进行GSH

含量的测定。另一份暂时存放于一20℃冰箱中，留待测DPC。

2．谷胱甘肽含量的测定：使用ThioGIo“检测法检测硫醇
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状态【，】。ThioGlo“是一种低荧光试剂，当其与巯基基团反应

后，会形成马来酰亚胺加合物(一种高荧光物质)。具体方法

为，将50ml上清液加入150ml染料，随即将产物使用全自动

荧光酶标仪FLx800于激发光379nM、发射光513riM处检测。

使用标准GSH制备标准曲线，使用PBS配制终浓度分别为4、

2⋯1 0 5、0．25、0．125、0．0625、O斗M标准GSH，将501xl不同浓

度标准溶液与1501xl染料混合，使用全自动荧光酶标仪

FLx800检测产物。标准曲线如图1所示，回归方程为回归方

程：Y=一0．3151+0．0008：r，R2=0．9979。使用标准曲线换算

细胞内硫醇浓度。

3．蛋白质含量测定：采用考马斯亮蓝试剂盒测定组织匀

浆的蛋白含量，试剂盒购自南京建成生物工程研究所。

4．DNA一蛋白质交联的检测：将肝组织样品用眼科剪剪

成糜状。两层擦镜纸过滤，制得细胞悬液，用PBS清洗两次后

再用1ml PBS重悬。采用KCI—SDS沉淀法检测．原理如下：

首先加入SDS．让其与DPC及其他的蛋白结合。而不和自由的

DNA结合；再向样品中加入KCI溶液使DPC和蛋白质沉淀下

来，而自由的DNA留在上清液中。将上清液转移后，再向沉

淀中加入蛋白酶K除去蛋白质，使DPC中的DNA游离出来，

并用荧光法测定此DNA的含量A以及原液中DNA的含量

B，计算DPC系数11，以此值表示DNA和蛋白质的交联程度，

具体计算公式如下：1，=A／(A+B)×100％。KCI—SDS沉

淀法操作参照文献H】。并使用小牛胸腺DNA制备标准曲线。

标准曲线如图2所示，回归方程为：，，=2．4423+0．0028x，舻

=0．9974。根据标准曲线来定量交联DNA和自由DNA，再

计算DPC系数，，。
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田1 GSH浓度的标准曲线

pDNA／(ng／m1)

田2 DNA浓度的标准曲线

5．统计学分析：采用Origin6．1统计软件对实验数据进行

分析，并进行I检验和绘图。

结 果

1．小鼠体重增长率：甲醛染毒和LA注射对小鼠

体重增长率影响如图3所示。经甲醛染毒后，甲醛染

毒组小鼠体重增长率较对照组有显著性的下降，LA

组小鼠体重增长率显著性小于对照组与甲醛染毒组

(P<0．05)，提示甲醛染毒和LA注射对小鼠生理有

一定影响，但具体原因还不清楚。
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圈3小鼠体重增加百分比

·P<0．05．与空白组、甲醛组比较

2．GSH含量：如图4所示，经3．Omg／m’甲醛吸

人式染毒后，甲醛染毒组小鼠肝脏中GSH含量与对

照组有极显著下降(P<0．01)；而腹腔注射LA组小

鼠在甲醛暴露后，肝脏中GSH含量基本维持在正常

水平。以上实验结果说明LA能再生GSH。

圈4甲醛处理后小鼠肝脏内GSH的含量

··P<O．Ol，与空白组比较；静P．c0．05．与甲醛组比较

3．DPC的检测：本研究组以往的研究表明，气态甲

醛可依剂量一效应关系诱导细胞DPC的形成"】，因此

本次实验选用3．0rag／m3气态甲醛对小鼠进行染毒，结

果见图5。当甲醛单独作用时，DPC系数有显著上升。

而给小鼠腹腔注射LA后，DPC系数降低，与甲醛组具

有显著性差异，但与对照组无显著性差异。该结果表
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明，LA能抑制甲醛所致DNA一蛋白质交联。
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同时，结合图4可以看到，小鼠肝细胞GSH含量

和DPC系数成负相关关系，即：甲醛单独染毒组与对

照组比较，小鼠肝细胞GSH含量下降，DPC系数上

升；LA注射组与甲醛单独染毒组比较，小鼠肝细胞

GSH含量上升，DPC系数下降。该结果提示，LA可

以再生肝脏GSH，抑制甲醛所致DNA一蛋白质交联，

甲醛诱导DPC的形成与氧化损伤存在一定关系。

讨 论

1．甲醛的氧化损伤作用：自由基引起的氧化损

伤是甲醛毒性作用的重要分子机制，机体内自由基的

积累会引起生物大分子如DNA、蛋白质以及脂质膜

的氧化损伤。在正常情况下，细胞中的有关酶类和小

分子物质的抗氧化效应可以拮抗自由基的损伤效应，

氧化损伤与抗氧化防御体系的防御作用处于一种动

态平衡中。在自由基过度产生或机体的抗氧化防御

体系功能受损的情况下，过多的自由基会导致机体的

氧化应激，自由基攻击靶分子，造成组织、器官及各种

生物分子不同程度的损伤。通常用来衡量机体氧化

损伤水平的指标有：脂质过氧化物，抗氧化酶的活力

(SOD、GSH—Px等)，还原型谷胱甘肽的含量(GSH)

和蛋白质羟基化等哺J。同时，有学者也认为，DPC的

形成与氧自由基也有一定关系，DPC也可以作为氧

化损伤的生物标志物。

2．谷胱甘肽的抗氧化作用：谷胱甘肽是机体内

最主要、含量最丰富的含巯基低分子肽，它能与活性

氧族(ROS)反应，保护细胞免受氧化损伤⋯，也可以

抵抗诱导氧化应激的化学物质引起的细胞毒作用。

另外，GSH分子中半胱氨酸残基上的巯基具有强的

亲核性质，可通过亲核取代和加成作用使有毒的亲电

物质极性降低、毒性减弱[s】。同时，它也是谷胱甘肽

过氧化物酶(GSH—Px)和谷胱甘肽硫转移酶(GST)

两种酶类的底物，为这两种酶分解氢过氧化物所必

需，要防止自由基对细胞的损伤，GSH—Px必须维持

具有一定活性。

3．DPC作为氧化损伤指标的合理性：流行病学

的研究表明，氧化损伤与慢性炎症、癌症有因果关系，

其中活性氧(ROS)及氮类化合物的产生是氧化损伤

的重要机制之一。经研究发现，受到氧化损伤的细胞

除活性氧(ROS)及氮类化合物指标升高以外，还伴随

有DNA损伤。因此有关学者认为，活性氧(ROS)及

氮类化合物能直接与DNA反应，或先与细胞内其他

成分反应继而进攻DNA，从而导致DNA损伤。本研

究发现，甲醛保留小鼠GSH含量下降，DPC系数上

升，而抗氧化剂LA能再生GSH含量，导致PDC系数

下降，这些结果进一步提示机体氧化损伤可能导致

DPC，与上述理论相符。

综上所述，甲醛暴露后小鼠GSH含量降低，DPC

系数上升；而LA注射能再生GSH，导致DPC系数下

降，因此甲醛诱导DPC的产生与氧化损伤有一定的

联系，但其具体机制还不清楚，有待进一步探讨，可能

是由于氧化损伤产生的活性氧(ROS)及氮类化合物

直接与DNA反应，或先与细胞内其他成分反应继而

进攻DNA，从而导致DPC。
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